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@ Verf ahren zur Sequenzierung von Nukleinsauren 

© Zur Sequenzierung von Nukleinsauren sequenziert man zu 
einer zu sequenzierenden. zumindest teilweise einzelstrangi- 
gen Nukleinsaure als Template-Strang mit Hilfe einer geeig- 
neten Polymerase und alien vier Nukleotiden. ausgehend von 
etnem Primer oder einem doppelstrangigen Teilstuck, Schritt 
fur Schritt einen Komplementarstrang, wobei man markierte 
Nukleot.de verwendet und fiihrt folgende Schritte durch: 
(1) Inkubieren der mit dem Primer versehenen oder teilweise 
doppelstrangigen Nukleinsaure mit einer Inkubationsmi- 
schung. bestehend aus einer Polymerase, einer der vier 
Nukleotidarten in markierter Form und anderen fur die 
Kettenpolymerisation bendtigten Substanzen. wobei ein 
markienes Nukleotid in den wachsenden Komplementar- 
strang emgebaut wird in dem Fall, daft das nachste auf dem 
Template-Strang vorhandene Nukleotid zu dem verwende- 
ten markierten Nukleotid komplementar ist. 
^ (2) Trennen der gegebenenfalls urn ein Nukleotid verlanger- 
^ ten Nukleinsaure von der Inkubationsmischung von Schritt 
(1) und Durchfuhrung eines Oder mehrerer Waschschritte in 
qq an sich bekannter Weise. 

(3) Bestimmen des Einbaus eines Nukleotids anhand seiner 
^ Markierung, und 

(4) falls der Einbau eines markierten Nukleotids erfolgt ist 
^ Entfernen der Markierung. 

wobei die Schritte (1) bis (4) jeweils cyclisch fur alle vier 
Nukleotidarten durchgefuhrt werden. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sequenzie- 
rung von Nukleinsauren. 

Sequenzierungen von Nukleinsauren zahlen heutzu- 
tage in biochemischen Laboratorien zu den taglichen 
Routineaufgaben. Dabei werden Sequenzierungen nor- 
malerweise nach einer der beiden Standardsequenzie- 
rungstechniken durchgefuhrt, namlich entweder der 
chemischen Abbaumethode nach Maxam-Gilbert, oder 
aber der enzymaiischen Komplementarstrangsynthese- 
Methode nach Sanger. Gegenwartig bekanntc automa- 
tisierte Sequenzierungsmethoden nach der Sanger-Me- 
thode verwenden fur die Markierung entweder endmar- 
kierte Primer oder aber markierte Terminator-ddNTPs. 
Bei den Standardsequenzierungstechniken werden die 
markierten Fragmente auf einem nach der GroBc tren- 
nenden Medium, z. B. einem Polyacrylamidgel, aufge- 
trennt und uber die Markierung bestimmt. Markierun- 
gen sind hierbei radioaktive Markierungen, Fluores- 
zenzmarkierungen etc. Die Trennkapazitat der Gelma- 
trix iimitiert hierbei die Auflosung und die Lange der 
DNA-Sequenz. welche bestimmt werden kann. 

Dem sind mit den bishcr bekannten Systemen eindeu- 
tig Grenzen gesetzt. Da eben Sequenzierungen jedoch 
so haufig durchgefuhrt werden, ist es auf alle Falle wun- 
schenswert, Verbesserungen gegenuber den bekannten 
Methoden zu ermdglichen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsauren be- 
reitzusteilen, bei dem auch sehr lange Nukleinsaurese- 
quenzen bestimmt werden konnen und bei dem auch 
bereits sehr kleine Mengen an Nukleinsaure zu eindeu- 
tigen Ergebnissenfuhren. 

Gelost wird diese Aufgabe durch das erfindungsgc- 
maBc Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsauren, 
bei dem man zu einer zu sequenzierenden, zumindest 
teilweise einzelstrangigen Nukleinsaure als Template- 
strang mil Hilfe einer geeigneten Polymerase und alien 
vier Nukleotidea ausgehend von einem Primer oder 
einem doppelstrangigen Teilstuck. Schritt fur Schritt ci- 
nen Komplementarstrang synthetisiert, wobei man mar- 
kierte Nukleotide verwendet, und welches folgende 
Schritte umfaBt: 

(1) Inkubieren der mit dem Primer versehenen oder 
teilweise doppelstrangigen Nukleinsaure mit einer 
Inkubationsmischung, bestehend aus einer Polyme- 
rase, einer der vier Nukleotidarten in markierter 
Form und anderen fiir die Kettenpolymerisation 
benotigten Substanzen, wobei ein markiertes Nu- 
kleotid in den wachsenden Komplementarstrang 
eingebaut wird in dem Fall. daB das nachste auf 
dem Template-Strang vorhandene Nukleotid zu 
dem verwendeten markierten Nukleotid komple- 
mentar ist, 

(2) Trennen der gegebenenfalls urn ein Nukleotid 
verlangerten Nukleinsaure von der Inkubationsmi- 
schung von Schritt (1) und Durchfiihrung eines 
oder mehrerer Waschschritte in an sich bekannter 
Weise. 

(3) Bestimmen des Einbaus eines Nukleotids an- 
hand seiner Markierung. und 

(4) falls der Einbau eines markierten Nukleotids 
erfolgt ist. Entfernen der Markierung. 

wobei die Schritte ( 1 ) bis (4) jeweils cyclisch fiir alle vier 
Nukleotidarten durchgefuhrt werden. 



Der ganz neue Ansatz. welcher zum erfindungsgema- 
Ben Verfahren gefuhrt hat. liegt darin. daB hier fur die 
Komplementarstrangbildung nur eine Art von Nukleo- 
tid und zwar in markierter Form angeboten wird Ist 
5 hier also die nachste auf dem Templatestrang vorliegen- 
de Base komplementar zu dem in der Inkubationsmi- 
schung vorhandenen markierten Nukleotid, erfolgt der 
Einbau des Nukleotids mitsamt seiner Markierung 
durch die Polymerase. Im Rahmen der Erfindung wird 
io als Polymerase eine solche eingesetzt, welche fahig ist, 
das markierte Nukleotid in den wachsenden Komple- 
mentarstrang einzubauen. Abhangig von der Art der zu 
bestimmenden Nukleinsaure konnen hier also die be- 
kannten Polymerases wie DN A- Polymerase, z. B. T7 
is DN A- Polymerase, verwendet werden. Als zu bestim- 
mende Nukleinsauren sind nicht nur DNA-Fragmente. 
sondern auch RN As geeignet. Fiir den Fall, daB nun also 
ein markiertes Nukleotid eingebaut wird, wird dies uber 
die Markierung festgestellt und damit der RiickschluB 
20 auf die komplementare Base im Templatestrang ermog- 
licht 

Ist die Base auf dem Templatestrang nicht komple- 
mentar zu dem angebotenen markierten Nukleotid, er- 
folgt kein Einbau und es wird kein Markierungssigna! 
25 erhalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird weiterhin 
durch die nachfolgende Entfernung der Markierung fur 
den Fall, bei dem der Einbau eines markierten Nukleo- 
tids stattgefunden hat, gekennzeichnet. Mit "Entfernung 
30 der Markierung* ist im Rahmen der Erfindung gemeinu 
daB die Nukleinsaure in einer Weise behandelt wird, daB 
das Markierungssigna! verschwindct. Dies bedeutet je- 
doch nicht, daB chemisch eine Abspaltung des markie- 
renden Molekulteils stattfinden muB, es ist u.a. auch 
35 cine Bleichung mit einem starken Laser im Fall einer 
Fluoreszenzmarkierung denkbar (siehe z. B. B. Scalettar 
et al„ Biophys. J. 53, 2 15 (1988) oder Mathies, R.A. Stryer, 
U Single-Molecule Fluorescence Detection: A Feasibi- 
lity Study using Phycoerythrin. Applications of Fluores- 
40 cence in the Biomedical Sciences, S. 129—140 (1986) 
Alan R. Liss. Inc.). Es ist in jedem Fall aber unerlaBlich. 
daB wahrend des Schritts (4) durch die Entfernung der 
Markierung das markierte Nukleotid nicht chemisch so 
modifiziert wird. daB die Anpolymerisation des nachsten 
45 zum Templatestrang komplementaren Nukleotids ver- 
hindert wird. 

Wird im erfindungsgemaBen Verfahren beispielswei- 
se bei der Bestimmung einer DNA*Sequenz als nachste 
Base nach dem Primer oder paniellen Doppelstrang 
so markiertes dATP eingebaut, ergibt sich aufgrund des 
Markierungssignals. welches von dem Kontrollsignal 
der DN A ohne Markierung abweicht, fiir den Template- 
strang an dieser Position. daB die Base T vorhanden ist. 
Sind auf dem Templatestrang mehrere gleiche Basen. 
55 hier also Tymidin, vorhanden. werden im Komplemen- 
tarstrang entsprechend viele Adenosinmolekiile einge- 
baut, wodurch sich ein entsprechend starkeres Markie- 
rungssignal ergibt. 
Derselbe Schritt. der beispielsweise fiir das markierte 
60 Nukleotid Adenosin in der Inkubationsmischung von 
Schritt (1) beschrieben wurde, wird aufcinanderfolgend 
cyclisch fiir alle Nukleotidarten durchgefuhrt. So wird 
fiir jede Base auf dem Templatestrang letztendlich das 
komplementare markierte Nukleotid angeboten. in die 
65 Kette eingebaut, wobei aufgrund der Entfernung der 
Markierung nach jedem entsprechenden Einbau nur je- 
weils das letzte eingebaute markierte Nukleotid ein Si- 
gnal erzeugt. Aus diesem Grund ist das Markierungssi- 
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gnal nicht akkumulativ und die Cenauigkeit des Verfah- 
rens sehrgroB. 

Fig. 1 zeigt mit Hilfe eines FluBdiagramms schema- 
tisch den Ablauf des Verfahrens. 

Im Rahmen der Erfindung ist es bevorzugt, eine ein- 
zelstrangige Nucleinsaure zur Sequenzierung zu ver- 
wenden und in 5'-3'-Richtung vordie zu sequenzierende 
Sequenz ein Oligonukleotid als Primer anzuhybridisie- 
ren. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
wird die zu sequenzierende Nukleinsaure vor Schritt (1) 
an eine feste Phase gebunden. Dies ermoglicht es, insbe- 
sondere in automatisierten Systemen, die Nukleinsaure 
leicht in die fur die verschiedenen Schritte bendtigten 
Losungen und Mischungen einzutauchen und auch von 
diesen Losungen leicht wieder zu trennen. 

Es ist dabei wichtig, daB die feste Phase keinen oder 
nur wenig Background fiir das Markierungssignal ab- 
gibt. z. B. muB. falls Fluoreszenz als Markierung ver- 
wendet wird. die feste Phase aus einem Material beste- 
hen, das nicht im selben Welleniangenemissionsbereich 
fluoresziert wie die Fluoreszenzmarkierung der ver- 
wendeten Nukleotide. 

Die Verankerung der Nukleinsaure an der festen Pha- 
se kann nach an sich bekannten Methoden erfolgen. 
vorzugsweise erfolgt die Verankerung iiber ein spezifi- 
sches Bindepaar, dessen einer Partner mil der festen 
Phase verbunden ist und dessen anderer Partner an die 
Nukleinsaure gebunden ist. Besonders bevorzugt wird 
hier als spezifisches Bindepaar im Rahmen der Erfin- 
dung das System Biotin/Avidin oder Biotin/Streptavidin 
verwendet, wobei wiederum vorzugsweise Avidin bzw. 
Streptavidin an die feste Phase nach an sich bekannten 
Methoden gebunden ist und die Nukleinsaure durch 
Biotin modifiziert ist. 

Als feste Phase sind alle Materialicn geeignet, die 
inert gegenuber den Substanzen in den verwendeten 
Losungen sind. eine Fixierung der Nukleinsaure erlau- 
ben und. wie oben erwahnt. nicht mit der Markierung 
differieren. Als bevorzugte Beispiele konnen hier Glas. 
eine Polymermcmbran oder Polymer- oder Glaskiigel- 
chen, sogenannte beads, genannt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung verwendet man anstelle von Nukleinsauren 
in an eine Festphase fixierter Form ein DurchfluBsystem 
fiir die Schritte (1) bis (4), bei dem die Nukleinsaure in 
Losung bleibt und mit Hilfe von Filtern und/oder Kapil- 
laren von den jeweils verwendeten anderen Substanzen 
getrennt wird. 

Als Markierung in den Nukleotiden wird im Rahmen 
der Erfindung vorzugsweise eine Fluoreszenzmarkie- 
rung verwendet. Hierbei konnen insbesondere Fluores- 
zenzmarkierungen verwendet werden. wie sie in der 
deutschen Patentanmeldung P 4125 745 beschrieben 
sind. Auch die sogenannte "time resolved fluorescence" 
kann vortcilhaft als Markierung verwendet werden. 

Im Rahmen der Erfindung werden als Nukleotide De- 
oxyribonukleotide verwendet. In einer weiteren bevor- 
zugten Ausgestaltung der Erfindung konnen jedoch 
auch Dideoxyribonukleotide oder sogenannte "gefangc- 
ne* (caged)" Nukleotide (s. z. B. Handbook of Fluores- 
cent Probes and Research Chemicals. Richard P. Haug- 
land, 1989, Molecular Probes, Inc. Eugene. USA oder 
Matthews and Kricka. Analyt.Biochem. 169. 1 (1988)) 
verwendet werden. Auch ein Nukleotid erscheint geeig- 
net. bei dem an die 3'OH-Gruppe der Fluoreszenzfarb- 
stoff gekoppelt ist (Krayevsky A, BBA, 1986, 868. S. 
136). Hieraus ergibt sich. daB jeweils nur ein Dideoxyri- 
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bonukleotid o. a. eingebaut werden kann, da die Poly- 
merase durch diese sogenannten Terminatoren keine 
M6glichkeit mehr hat, die Kette weiter zu verlangern, 
auch wenn das der nachsten Base auf dem Template- 
5 Strang entsprechende Nukleotid vorhanden ist Dies be- 
deutet, daB auch wenn gleiche Basen mehrfach auf dem 
Templatestrang nacheinander vorkommen, jeweils nur 
in einem Inkubationsschritt ein Nukleotid eingebaut 
wird Dies kann zur Genauigkeit der Methode beitra* 
io gen. Nach der Bestimmung der Markierung wird das 
Dideoxynukleotid dann in ein "dNTP-ahniiches polyme- 
risationsverlSngerbares Nukleotid" uberfuhrt Die Ter- 
mination der Komplementarstrangsynthese wird da- 
durch aufgehoben und der nSchste Cyclus der Schritte 
is (1) bis (4) kann erfolgen. Es wird jedoch durch die Ver- 
wendung von Dideoxyribonukleotiden auch ein noch- 
mals vereinfachtes Verfahren ermdglicht, bei dem alle 
vier Nukleotidarten als Dideoxyribonukleotide einge- 
setzt werden, wobei jedoch die vier verschiedenen Di- 
20 deoxys jeweils auch verschiedene Fluoreszenzmarkie- 
rungen aufweisen. Welches der Dideoxynukleotide 
dann tatsachlich in den wachsenden Komplementar- 
strang eingebaut wurde, kann in Schritt (3) des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens anhand der vorhandenen 
25 Markierung festgestellt werden. Diese bevorzugte Aus- 
fuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens be- 
deutet daher noch eine wesentliche Arbeitserleichte- 
rung und Beschleunigung des Sequenzierungsverfah- 
rens. 

30 Im Rahmen der Erfindung ist es bevorzugt, die Nu- 
kleinsaure vor der Sequenzierung zu denaturieren. Des 
weiteren ist es bevorzugt, jeweils nach Schritt (3) oder 
(4) mit einem dem verwendeten markierten Nukleotid 
von Schritt (1) entsprechen den nicht markierten Nu- 
35 kleotid eventuell vorhandene Lucken im Komplemen- 
tarstrang auf zufiillen. Auch diese MaOnahme soil die 
Genauigkeit der Methode noch weiter erhohen. Da ja 
natiirlich im erfindungsgemaBen Verfahren nicht nur ein 
Molekul DNA bestimmt wird. sondern derer vicle fiir 
40 die Bestimmung und die Erzeugung eines detektierba- 
ren Signals notig sind, kann es auch vorkommen. daB in 
manchem Strang der richtige Einbau eines Nukleotids 
falschlicherweise unterbleibt. Dann konnte auch in der 
Folge das wiederum nachstc Nukleotid nicht eingebaut 
45 werden, diese Nukleinsauren wiirden also fur die weitc- 
re Signalgebung ausfallen. Mit einem nicht markierten 
Nukleotid werden daher eventuelle Fehlstellen noch- 
mals ausgefiillt, so daB fiir alle Nukleinsauren gleiche 
Ausgangsbedingungen fiir den nachsten Zyklus der 
50 Schritte (I) bis (4) mit dem nachsten Nukleotid gegeben 
sind. 

Bei Verwendung einer Festphasengebundenen Nu- 
kleinsaure zur Sequenzierung ist es auch moglich, meh- 
rere und zwar sehr viele Nukleinsauren gleichzeitig zu 
55 bestimmen. Hierzu werden auf eine feste Phase in raum- 
licher Trennung die zu sequenzierenden Nukleinsauren 
verankert und diese gleichzeitig mit den verschiedenen 
Inkubationsmischungen und Losungen bchandelt. Da- 
bei kann man im verkleinerten MaBstab eine Art Mikro- 
60 struktur herstellen und auf einem solchen "DNA-Chip" 
im MikromaBstab (siehc Fig. 2) Hunderte bis Tausende 
von DNA-Proben gleichzeitig sequenzieren. Die DNA 
kann dabei durch eine Art automatisierte und compu- 
tergesteuerte Zellenmikroinjektion auf der festen Phase 
65 verankert werden. Auch hier sind jedoch alle anderen an 
sich bekannten Verankerungsarten moglich. Des weite- 
ren kann die Nukleinsaure auch am Boden einer Mikro- 
titerplatte verankert werden und die Losungen und In- 
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kubationsmischungen in die Vertiefungen eingebracht 
und wieder entfernt wcrden. 

Wie bereits vorher erwahnt, ist es im Rahmen der 
Erfindung besonders bevorzugt, die Sequenzierung in 
einern Automaten durchzufuhren. Dabei kann zur Be- 5 
stimmung der Markierung insbesondere eine Charge 
Coupled Device (CCD) Kamera verwendet werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren, welches eine ganz- 
lich neue Technik zur Sequenzierung von DNA dar- 
stellt. ohne die Notwendigkeit der Auftrennung auf 10 
Agarose- oder Polyacrylamidgelen stellt eine schnelle 
und aufierst genaue Moglichkeit dar, Nukleinsauren zu 
sequenzieren. Bereits die Bestimmung von sehr kleinen 
Mengen an Nukleinsauren, um ein vielfaches weniger 
als bei den bisherigen Methoden, ist moglich, da jedes \$ 
DNA-Molekul zum Markierungssignal beitragt, wah- 
rend sich bei den bisherigen Methoden eine statisiische 
Vertcilung von Fragmenten der Nukleinsaure und da- 
mit fur jedes zu bestimmende Nukleotid nur ein Bruch- 
teil der Ausgangsmenge von Nukleinsauren zur Verfu- 20 
gung stent. 

Die Genauigkeit der Mcthode basiert auf der Tatsa- 
che, daB die Extension der polymerisierten Kette unter- 
brochen wird, sobald das Polymeraseenzym bei einer 
Base auf dem Tempi a test rang ankommt, die nicht in der 25 
Inkubationsmischung mit den markierten Nukleotiden, 
mit welcher die Nukleinsaure inkubiert wird, vorhanden 
ist. Theoretisch kann es zwar zum falschen Einbau einer 
Base kommen. wodurch sich ein geringes Backgroundsi- 
gnal ergebcn wurde. jedoch wird nach dem Markie- 30 
rungsentfernungsschritt (4) auch die falschc Markierung 
entfernt. weshalb das falsche Signal nicht akkumulieren 
kann. was die Auflosung nach einigen Zyklcn beein- 
trachtigen konnte. Aus diesem Grund ist der Back- 
ground im erfindungsgcmaOen Verfahren sehr gering 35 
und die Genauigkeit der Sequenzbesiimmung entspre- 
chend hoch. 

Um die Genauigkeit der Sequcnzbestimmung noch- 
mals weiter zu erhohen, kann die zu bestimmende Nu- 
kleinsaureprobe in vier Teilproben aufgetrennt werden 40 
und dann jeweils alle Schritte des erfindungsgemaOen 
Verfahrens mit jeweils den vier Nukleinsaurcaliquots 
durchgefuhrt werden. Die Sequenz wird dann nicht nur 
tiber das positive Signal aus der einen Probe bestimmt, 
in der der Einbau eines markierten Nukleotids stattge- 45 
funden hat, sondern auch uber das Fehlen eines Signals 
in den Proben. welche mit den anderen drci markierten 
Nukleotiden inkubiert wurden. 

Zusammenfassend bietet das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren eine schnelle und leicht automatisierbare Mog- 50 
lichkeit, mit groBer Genauigkeit die Sequenz von Nu- 
kleinsauren auch bei Vorhandensein nur ganz gcringer 
Mengen dersclben zuverlassig festzustellen. 

Die folgenden Figuren erlautern die Erfindung wei- 
ter: 55 

Fig. 1 zeigt ein FluBschema fur das erfindungsgemaBe 
Verfahren. 

Fig. 2 zeigt die Anordnung vieler verschiedener Nu- 
kleinsauren. hier DNA*Molekule. auf einer festen Phase 
im MikromaBstab zur gleichzeitigen Prozessierung. eo 

Fig. 3 zeigt die Detektion des Einbaus von Fluores- 
cein-! 2-dUTPdurch Klenow-DNA-Polymerase. 

Patemanspruche 

65 

1. Verfahren zur Sequenzierung von Nukleinsau- 
ren, bei dem man zu einer zu sequenzierenden. zu- 
mindest teilweise einzelstrangigen Nukleinsaure 



als Template-Strang mit Hilfe einer geeigneten 
Polymerase und alien vier Nukleotiden. ausgehend 
von einem Primer oder einem doppelstrSngigen 
Teilstuck. Schritt fur Schritt einen Komplementar- 
strang synthetisiert, wobei man markierte Nukleo- 
tide verwendet, und welches folgende Schritte um- 
faBt: 

(1) Inkubieren der mit dem Primer versehenen 
oder teilweise doppelstrangigen Nukleinsaure 
mit einer Inkubationsmischung, bestehend aus 
einer Polymerase, einer der vier Nukleotidar- 
ten in markierter Form und anderen fur die 
Kettenpolymerisation benStigten Substanzen, 
wobei ein markiertes Nukleotid in den wach- 
senden Komplementarstrang eingebaut wird 
in dem Fall, dafl das nachste auf dem Templa- 
te-Strang vorhandene Nukleotid zu dem vcr- 
wendeten markierten Nukleotid komplentar 
ist, 

(2) Trennen der gegebenenfalls um ein Nu- 
kleotid verlangerten Nukleinsaure von der In- 
kubationsmischung von Schritt (1) und Durch- 
fuhrung eines oder mehrerer Waschschritte in 
an sich bekannter Weise. 

(3) Bestimmen des Einbaus eines Nukleotids 
anhand seiner Markierung, und 

(4) falls der Einbau eines markierten Nukleo- 
tids erfolgt ist. Entfernen der Markierung, 

wobei die Schritte (1 ) bis (4) jeweils cyclisch fUr alle 
vier Nukleotidarten durchgefuhrt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch I. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die zu sequenzierende Nukleinsaure 
vor Schritt ( 1 ) an einer festen Phase verankert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB die Verankerung uber ein spezifisches 
Bindepaar erfolgt. dessen einer Partner mit der fe- 
sten Phase verbunden ist und dessen anderer Part- 
ner an die Nukleinsaure gebunden ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als spezifisches Bindepaar das 
System Biotin/Avidin oder Biotin/Streptavidin ver- 
wendet. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB man als feste Phase 
Glas, eine Polymermcmbran oder Polymer- oder 
Glaskugelchen (beads) verwendet. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet. daB man als Pri- 
mer ein Oligonukleotid vor die zu sequenzierende 
Sequenz anhybridisiert. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 6. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man fur die Schritte (1) bis (4) ein 
DurchfluBsystem verwendet, bei dem die Nuklein- 
saure in Losung bleibt und mit Hilfe von Filtern 
oder/und Kapillaren von anderen Substanzen ge- 
trennt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Markierung der Nuklcotide eine Fluoreszenzmar- 
kierung verwendet. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche. dadurch gekennzeichnet. daB man als Nu- 
kleotide Deoxyribonukleotide verwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet. daB man als Nukleotidc 
Dideoxyribonukleotide verwendet und diese nach 
erfolgter Bestimmung der Markierung in Schritt (3) 
oder gegebenenfalls nach Schritt (4) in Deoxyribo* 
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nukleotid-ahnliche polymerisationsverlangerbare 
Nukleotide uberfiihrL 

11. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, da6 man atle vier Nukleotidanen mit je- 
weils verschiedenen Fiuoreszenzmarkierungen zu- 5 
sammcn in einer Inkubationsmischung in Schritt (1) 
einsetzt und die Unterscheidung der eingebauten 
Nukleotide iiber deren Markierung erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man die Nu- 10 
kleinsaure vor der Sequenzierung denaturiert. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man nach 
Schritt (3) oder (4) mit einem dem verwendeten 
markierten Nukleotid von Schritt (1) entsprechen- 15 
den nicht markierten Nukleotid eventuell vorhan- 
dene Lucken im KomplementSrstrang auffutlt 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 6 
und 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet. daB man auf 
der festen Phase mehrere zu sequenzierende Nu- 20 
kleinsauren in raumlicher Trennung voneinander 
verankert und diese simultan sequenziert 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
Schritte (1) bis (3) und gegebenenfalls (4) in einem 25 
Automaten durchfuhrL 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Be- 
stimmung der Markierung eine Charge Coupled 
Device (CCD) Camera verwendet 30 



Hierzu 3 Seitc(n) Zeichnungen 



35 



40 



45 



50 



55 



65 



ZEICHNUNGEN SEtTE i Nummer: DE 41 41 178 A1 

Int. CI. 6 : C12Q 1/68 

Offenlegungstag: 17. Juni 1993 




308 024/342 



2EICHNUNGEN SEtTE 2 Nummer: DE 41 41 178 A1 

IntCI. 9 : C12Q 1/S8 

Offenlegungttag: 17.Juni1993 




308024/342 



ZEICHNUNGEN SEfTE 3 Nummer: DE41 41 178 A1 

Int. CI. 5 : C12 0 1/68 

Offenlegungstag: 17. Juni 1993 



Fig. 3 

ENZYMATISCHER EINBAU VON FLU0RESCEIN-12-dUTP 

DURCH KLENOW-DNA-POLYMERASE.DETEKTIERT WERDEN -10" 17 MOL 

OES HARKIERTEN ONA-FRAGMENTS 



A 



308 024/342 



